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RESUMEN
Objetivos. Evaluar y comparar las propiedades antioxidantes mediante ensayos in vitro de extractos 
acuosos de las algas roja Bryothamnion triquetrum y verde Halimeda opuntia y su relación con el contenido 
de polifenoles. 
Material y Métodos. Se utilizaron las técnicas in vitro: DPPH, Capacidad reductora, Inhibición de la 
peroxidación lipídica e inhibición de la hemólisis inducida por AAPH.
Resultados. B. triquetrum: DPPH; CI50=1,15 ± 0,06, capacidad reductora a concentración; 128 mg/mL, 
DO=2,798, inhibición de la peroxidación lipídica; CI50=5,09± 0,25 e inhibición de la hemólisis con 12 mg/
mL; 35 %. H. opuntia: DPPH; CI50=12,34 ± 0,30 mg/mL, capacidad reductora; DO=0,800, inhibición de la 
peroxidación lipídica; CI50=1,25± 0,31 mg/mL e inhibición de la hemólisis; 82%. 
Conclusiones. Los resultados evidencian que B triquetrum resulto mucho más eficiente en los ensayos de 
DPPH y Capacidad reductora mientras H opuntia resulta más eficiente en Inhibición de la peroxidación 
lipídica e inhibición de la hemólisis. Se discuten algunos aspectos acerca de sus posibles mecanismos de 
acción.
Palabras claves: algas marinas, antioxidantes Halimeda opuntia, Bryothamnion triquetrum, polifenoles.
ABSTRACT
Objective. To evaluate and compare the antioxidant activity displayed by seaweed H. opuntia and B. 
triquetrum using different experimental in vitro antioxidant assessment models. 
Material and Methods. The following techniques are utilized: DPPH, Reducing power, inhibition of 
lipid peroxidation and inhibition of haemolysis.
Results. B. triquetrum: DPPH; IC50=1.15 ± 0.06, Reducing power (concentration 128 mg/mL), OD=2.798, 
inhibition of lipid peroxidation; IC50=5.09± 0.25 and inhibition of haemolysis; with 12 mg/mL; 35 %. H. 
opuntia: DPPH; IC50=12.34 ± 0.30 mg/mL, reducing power; OD=0.800, inhibition of lipid peroxidation; 
IC50=1.25± 0.31 mg/mL, inhibition of lipid peroxidation; IC50=1.25± 0.31 mg/mL and inhibition of hae-
molysis; 82%. 
Conclusion. It was demonstrated that B.triquetrum extract was more effective than H. opuntia in reduc-
ing power and DPPH assays while H.opuntia was more effective in inhibition of lipid peroxidation in rat 
brain homogenates and the inhibition of red blood cell (RBC) haemolysis induced by AAPH. We discuss 
some aspects about their possible mechanisms of action.
Keywords: seaweed, antioxidants, Halimeda opuntia, Bryothamnion triquetrum, polyphenol.
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INTRODUCCIÓN
Las algas marinas forman parte de la dieta tradicional en 
algunas regiones del mundo, sobre todo asiática, con un 
alto valor nutricional como fuentes de proteínas, minera-
les, vitaminas y fibras dietéticas1 y desde épocas ancestra-
les han sido utilizadas como fitofármacos contra diferentes 
patologías2. En los últimos años, las investigaciones acerca 
de posibles propiedades terapéuticas de las algas marinas 
han cobrado una marcada importancia, motivado en cierta 
medida por su contenido de metabolitos secundarios bioac-
tivos3. Diferentes estudios in vitro y en modelos animales 
así como investigaciones epidemiológicas, han evidenciado 
una relación directa e inversa entre el consumo de algas y la 
incidencia de algunas patologías4. 
La síntesis de determinados metabolitos secundarios en las 
algas marinas puede ser explicada como un mecanismo de 
defensa contra circunstancias adversas del medio ambiente 
entre los que se pueden citar la temperatura, luz solar, pH, 
estrés oxidativo y presencia de peces herbívoros. En los ma-
res tropicales las algas están expuestas a una alta incidencia 
de luz solar lo que puede conducir a la formación de radi-
cales libres, de manera que la ausencia de daños oxidativos 
de sus componentes estructurales y fisiológicos evidencian 
que estos organismos presentan un eficiente sistema de de-
fensas antioxidantes5. 
Las propiedades antioxidantes de las algas marinas pueden 
ser explicadas por la presencia de moléculas como carote-
noides, aminoácidos tipo micosporinas, terpenoides y po-
lisacáridos sulfatados, aunque la mayoría de los investiga-
dores consideran a los compuestos polifenólicos como los 
ácidos fenólicos y cinámicos, florotaninos y bromofenoles, 
entre los principales responsables de esta propiedad6. 
En trabajos previos de nuestro Laboratorio, con especies 
de los géneros Bryothamnion y Halimeda se demostraron 
propiedades antioxidantes en sistemas libres de células, en 
modelos experimentales in vitro y en modelos animales7-11. 
Considerando estos antecedentes, el objetivo de este tra-
bajo fue evaluar y comparar las propiedades antioxidantes 
mediante ensayos in vitro de extractos acuosos de las al-
gas marinas roja Bryothamnion triquetrum y verde Halime-
da opuntia y su relación con el contenido de polifenoles así 
como esclarecer sus posibles mecanismos de acción. 
MATERIAL Y MÉTODOS
Colecta y preparación de los extractos acuosos de las al-
gas Bryothamnion triquetrum y Halimeda opuntia
Especimenes de las algas marinas roja Bryothamnion trique-
trum (S.G.Gmelin) Howe y verde, Halimeda opuntia (Lin-
naeus) Lamouroux fueron colectadas en el área del Insti-
tuto de Oceanología (La Habana, Cuba) en febrero/2014. 
Los especimenes fueron identificados y autenticados en el 
Laboratorio de Algas del Centro de Investigaciones Mari-
nas de la Universidad de La Habana, donde se depositó 
una muestra.
Las algas se secaron durante 7-10 días a temperatura am-
biente. Para la preparación de los extractos las algas secas 
fueron molidas en mortero y tamizadas. Posteriormente se 
procedió a obtener el extracto acuoso del mismo realizando 
una extracción con agua destilada 1:5 (p/v) durante 5 h con 
agitación constante a temperatura ambiente. Seguidamente 
se centrifugó a 800 g en una centrífuga HealForce (Beckman 
GS-GKR, USA) a 40C durante 20 minutos. El sobrenadante 
se liofilizó y posteriormente fue conservado a -20oC hasta 
su utilización. El rendimiento del extracto acuoso liofili-
zado expresado a partir del alga fresca para Bryothamnion 
triquetrum y Halimeda opuntia fue de 3,95 % y 3,40 % respec-
tivamente 
Determinación del contenido de polifenoles
La determinación del contenido de polifenoles totales se 
realizó por el método de Folin-Ciocalteau según Vidal et al., 
12. El contenido de polifenoles totales se expresó como μg 
equivalentes de ácido gálico (EAG)/g de extracto acuoso 
liofilizado y se estimó a partir de una curva de calibración 
obtenida en el intervalo de 4,7-600 μg de ácido gálico. 
Determinación del poder reductor 
El poder reductor para ambos extractos acuosos fue evalua-
do siguiendo el protocolo descrito por Oyaizu13. Se mezcló 
1 mL de muestra con 2,5 mL de tampón fosfato (0,2 M, pH 
6,6) y 2,5 mL de K3Fe (CN)6 al 1%. Se incubó a 50 ºC durante 
20 min. Se dejó enfriar y se añadieron 2,5 mL de ácido tri-
cloroacético al 10 %. Se centrifugó a 800 g (Heal Force Bec-
kman GS-GKR, USA) durante 10 minutos y se tomaron alí-
cuotas de 2,5 mL de la capa superior y se les añadieron 0,5 
mL de FeCl3 al 0,1 % y 2,5 mL de agua destilada. Finalmente 
se midió la DO a 720 nm (Rayleigh VIS-723G, China). Los 
incrementos en la DO se consideraron como incrementos 
en el poder reductor.
El intervalo de concentraciones evaluado para los extractos 
de las dos algas fue de 2-128 mg/mL. Como compuesto an-
tioxidante de referencia se empleó el ácido ascórbico a una 
concentración de 1 mg/mL.
Determinación de la capacidad atrapadora de radicales 
libres mediante el ensayo de decoloración del radical 
DPPH•
La evaluación de la capacidad atrapadora de radicales 
DPPH• de los extractos de Bryothamnion triquetrum y Hali-
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meda opuntia se realizó siguiendo el protocolo descrito por 
Brand-Williams et al., 14, con algunas modificaciones. En 
una placa de 96 pocillos se añadieron 20 μL de los corres-
pondientes extractos en un intervalo de concentraciones de 
0,31 a 60 mg/mL, y adicionalmente 200 μL de solución de 
DPPH• a 125 μM en una mezcla de metanol: propanol (1:1, 
v/v). Posteriormente se midió la DO a 517 nm en un lector 
de placas (PolarStar Omega, Alemania) con agua destilada 
como referencia. El antioxidante de referencia utilizado fue 
vitamina C en un intervalo de concentraciones de 0,06 a1 
mg/mL.
La actividad secuestradora del extracto de B. triquetrum y 
H. opuntia fue expresada empleando el parámetro porcen-
taje de inhibición de la absorbancia del DPPH• (PI DPPH•), 
según la ecuación:
PIDPPH• (%) = [1 - (DOmuestra/ DOref)] * 100
Donde:
DOmuestra : DO (517 nm) de la muestra a los 30 minutos de 
reacción
DOref : DO (517 nm) del control de DPPH
•
Capacidad inhibitoria de la peroxidación lipídica es-
pontánea en homogenado de cerebro de rata 
La evaluación de la capacidad inhibitoria de la peroxida-
ción lipídica espontánea en homogenado de cerebro de rata 
fue llevada a cabo según el protocolo descrito por Ohkawa 
et al.,15.
La preparación del homogenado de cerebro de rata se rea-
lizó de la siguiente manera: ratas Wistar machos fueron 
decapitadas y los cerebros extraídos se pesaron, inmedia-
tamente lavados con NaCl 0,9 % frío y homogenizados en 
un homogenizador de cuchillas en una relación 1:5 (p: v) 
en tampón fosfato (50 mM, pH 7,4). Los homogenados fue-
ron centrifugados a 800 g a 40C durante 15 min (Heal Force 
Beckman GS-GKR, USA). Los sobrenadantes obtenidos se 
conservaron a -700C hasta su utilización.
Se incubaron 25 μL de homogenado de cerebro con igual 
volumen de muestra, a 370C durante 40 minutos en baño 
con oscilación constante. Posteriormente se adicionaron 
350 μL de ácido acético al 20 %, pH 3,5 y 600 μL de ácido 
tiobarbitúrico al 0,5 %. Los viales se incubaron durante una 
hora a 85 ºC y transcurrido ese tiempo se adicionaron 50 μL 
de SDS al 10 %. Se centrifugó a 800 g durante 15 min a tem-
peratura ambiente (Heal Force Beckman GS-GKR, USA) y 
se midió la DO a 532 nm (Rayleigh VIS-723G, China).
La determinación de la máxima lipoperoxidación espontá-
nea se midió empleando tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 en 
lugar de la muestra. El control de lipoperoxidación inicial, 
el cual no se incubó en baño, se le adicionó 25 μL de tam-
pón fosfato 50 mM, pH 7,4, en sustitución de la muestra. 
La DO obtenida para este control fue sustraída al resto de 
las determinaciones. Las concentraciones de los extractos 
evaluadas estuvieron entre 0.16 a 10.Como control positivo 
se empleó ácido ascórbico a 1 mg/mL.
La actividad antioxidante fue expresada como porcentaje 
de inhibición de la peroxidación lipídica (PI peroxidación lipídica) 
según la ecuación:
PI peroxidación lipídica (%) = [1- (DOmuestra/DOref)]*100
Donde:
DO muestra: DO (532 nm) de la muestra
A ref: DO (532 nm) de la referencia (máxima lipoperoxida-
ción espontánea)
Capacidad inhibitoria de la hemólisis inducida por 
AAPH 
En este ensayo se empleó sangre de carnero, colectada en 
tubos con EDTA como anticoagulante. La sangre se centri-
fugó a 4000 rpm durante 10 minutos (Heal Force Beckman 
GS-GKR, USA) y se lavó el precipitado con 5 volúmenes de 
PBS a pH 7,4. El lavado de los eritrocitos se repitió 3 veces 
y el precipitado fue suspendido en 4 volúmenes de PBS.
La determinación de la actividad anti-hemolítica de los ex-
tractos se realizó según la metodología descrita por Aman 
et al., 16 con algunas modificaciones. Se mezclaron 0,5 mL 
de suspensión eritrocitaria, 0,5 mL de extracto a diferen-
tes concentraciones y 0,5 mL de AAPH [dihidrocloruro de 
2,2-azobis (2-metil-amidinopropano)] 200 mM y se mantu-
vo con agitación constante a 37 0C durante 3 h. Después de 
la incubación, la mezcla se diluyó en 8 volúmenes de PBS 
y se centrifugó a 4000 rpm durante 5 min. Finalmente se 
tomó el sobrenadante y se midió la absorbancia a 540 nm 
(Rayleigh VIS-723G, China).
El intervalo de concentraciones evaluado para los extrac-
tos acuosos de las algas fue de 2-128 mg/mL. Como anti-
oxidante de referencia se empleó el ácido ascórbico en una 
concentración de 0,25-1 mg/mL disuelto en agua destilada. 
Se realizaron los siguientes controles:
 – Control de estabilidad de los eritrocitos: 0,5 mL de sus-
pensión eritrocitaria con 1 mL de PBS. 
 – Control de estabilidad de los eritrocitos frente a la mues-
tra: 0.5 mL de suspensión eritrocitaria, 0,5 mL de la 
muestra (con la máxima concentración utilizada) y 0,5 
mL de PBS. 
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 – Control de hemólisis con AAPH: 0,5 mL de suspensión 
eritrocitaria, 0,5 mL de AAPH y 0,5 mL de PBS. 
 – Control de hemólisis total: 0,5 mL de suspensión eritro-
citaria y 1 mL de agua destilada. 
Como antioxidante de referencia se empleó el ácido ascór-
bico a una concentración de 1 mg/mL disuelto en PBS.
La actividad antioxidante fue expresada como porcen-
taje de inhibición de la hemólisis inducida por el AAPH 
(PI hemólisis) según la ecuación:
PI hemólisis (%) = [(AAAPH - Amuestra) / AAAPH] * 100 
Donde:
AAAPH: absorbancia con AAPH a 540 nm
Amuestra: absorbancia de la muestra a evaluar
Ensayo de toxicidad aguda con Artemia salina
El protocolo para este ensayo se realizo de acuerdo al pro-
cedimiento descrito por Meyer et al., 17. Los quistes fueron 
puestos a eclosionar en un recipiente con agua de mar, a 
temperatura ambiente durante 24 horas bajo régimen con-
tinuo de luz. Los nauplios se colectaron y trasladaron a los 
pozos de la placa de ensayo utilizando una pipeta Pasteur. 
El número de larvas colectadas y añadidas a la placa se 
determinó utilizando un microscopio estereoscópico (NO-
VEL).
Grupos de 10 nauplios por pocillo se expusieron a con-
centraciones de 10, 50 y 100 mg/mL de los extractos de B. 
triquetrum y H. opuntia durante 24 horas a temperatura am-
biente y bajo régimen continuo de luz. Cada ensayo se rea-
lizo por triplicado. Al finalizar las 24 horas de exposición, 
se contó el número de organismos muertos y se calculó el 
porcentaje de mortalidad. Las larvas se consideraron muer-
tas si no exhibían movimiento durante varios segundos de 
observación al microscopio estereoscópico. El experimento 
se consideró válido si el porcentaje de mortalidad en los 
controles (pozos preparados e incubados en las mismas 
condiciones pero en ausencia de extractos) no excedió el 
10%. 
El grado de toxicidad de los extractos se definió en función 
del intervalo en que se encontraron los valores de CL50 de 
acuerdo con las categorías siguientes: extremadamente 
tóxico (CL50< 10 μg/mL), muy tóxico (10<CL50<100), mo-
deradamente tóxico (100 < CL50<1000) y no tóxico (CL50> 
1000 μg/mL).
Análisis Estadístico
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los 
resultados fueron expresados como media ± desviación es-
tándar (X±DE) de tres experimentos independientes. Para 
el procesamiento de los datos y graficado de los resultados 
se empleó el asistente matemático Origin 7.0 y para el aná-
lisis estadístico se utilizó el programa Statistica 8.0. Previo 
al procesamiento estadístico de los resultados, se comprobó 
en todos los experimentos, la normalidad de los datos y la 
homogeneidad de varianza. Se realizaron comparaciones 
entre las medias de dos grupos por la Prueba t de Student. 
Las diferencias significativas entre grupos se determina-
ron por análisis de varianza simple (ANOVA) y en caso de 
existir diferencias se aplico el test paramétrico de Tukey. 
Valores p< 0,05 fueron considerados estadísticamente sig-
nificativos.
RESULTADOS
Contenido de polifenoles
El contenido total de compuestos polifenólicos para los 
extractos acuosos de Bryothamnion triquetrum y Halimeda 
opuntia fue 51,21± 2,25 y 19,99 ± 1,12 μg EAG/ mg de ex-
tracto liofilizado respectivamente. 
Capacidad reductora de los extractos de Bryothamnion 
triquetrumy Halimeda opuntia 
Como se muestra en la Figura 1, en el intervalo de concen-
traciones evaluadas para los extractos de ambas algas se 
observa una actividad reductora dosis-dependiente. Estos 
resultados sugieren para ambos extractos la capacidad de 
reducir el estado de transición del hierro y consecuente-
mente la generación de radicales libres. El extracto acuo-
so de B. triquetrum presentó mayor capacidad reductora, a 
partir de 5 mg/mL se observaron valores de poder reduc-
tor estadísticamente superiores (p< 0,005) con respecto a H. 
opuntia. Se empleó como control positivo de actividad an-
tioxidante al ácido ascórbico con una absorbancia de 2,824 
nm a una concentración de 1 mg/mL.
Figura 1. Capacidad reductora expresada en función de  
mg de extracto acuoso  liofilizado  de Bryothamnion 
triquetrum (▲) y Halimeda opuntia (■). Como control 
positivo se utilizó ácido ascórbico a 1mg/mL (○). 
El ensayo fue realizado de acuerdo a Oyaizu et al., (1986). 
Los resultados están expresados como x± DE,  n=3. 
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Actividad antioxidante con el ensayo de atrapamiento 
de radicales DPPH•
Los resultados de la actividad atrapadora de radicales 
DPPH. de los extractos de las algas se muestran en la Figura 
2. Ambos extractos presentan elevada capacidad de atrapar 
radicales DPPH., con una relación dosis-actividad depen-
diente. El extracto de B. triquetrum produjo la decoloración 
total (100%) de los radicales DPPH. a la concentración de 5 
mg/mL mientras que el extracto de H. opuntia requirió cua-
tro veces esa concentración. Los valores de CI50 obtenidos 
para los extractos de B. triquetrum y H. opuntia fueron de 
1,35 ± 0,09 mg/mL y 12,05 ± 0,67 mg/mL respectivamente, 
siendo el primero aproximadamente diez veces más poten-
te respecto al segundo.
Figura 2. Actividad atrapadora de radicales DPPH• expre-
sada en función de  mg de extracto acuoso  liofilizado  de 
Bryothamnion triquetrum (▲) y Halimeda opuntia (■). 
El ensayo fue realizado de acuerdo a Goupy et al., (1999). 
Los resultados están expresados como x± DE,  n=3.
Figura 3. Inhibición de la lipoperoxidación espontánea 
en homogenados de rata expresado en función de  mg de 
extracto acuoso  liofilizado de Bryothamnion triquetrum 
(▲) y Halimeda opuntia (■).Como control positivo se uti-
lizó ácido ascórbico a 1mg/mL (○).  El ensayo fue realizado 
de acuerdo a Ohkawa et al., (1999). Los resultados están 
expresados como x± DE,  n=3.
Capacidad inhibitoria de la peroxidación lipídica es-
pontánea en homogenado de cerebro de rata 
El efecto de los extractos acuosos de Bryothamnion trique-
trum y Halimeda opuntia sobre la peroxidación lipídica es-
pontánea en homogenado de cerebro de rata se presenta 
en la Figura 3. Ambos extractos son capaces de inhibir la 
peroxidación lipídica espontánea con una relación directa-
mente proporcional a la dosis. A partir de los resultados 
obtenidos en este ensayo se calcularon las CI50 de la peroxi-
dación lipídica espontánea para ambos extractos con valo-
res de 4,96 ± 0,37 y 1,23± 0,26 mg/mL para B.triquetrum y 
H. opuntia respectivamente. El cálculo de este parámetro 
reveló que el extracto acuoso de H. opuntia fue aproxima-
damente 5 veces mas potente que el extracto acuoso de B. 
triquetrum.
Actividad inhibitoria de la hemólisis inducida por 
AAPH
Los extractos acuosos de ambas algas resultaron efectivos 
al inhibir la hemólisis de los eritrocitos provocada por el 
radical libre AAPH (Figura 4). La actividad antihemolítica 
fue dosis-dependiente, hasta el valor de concentración 25 
mg/mL para el alga H. opuntia y 50 mg/mL para B. trique-
trum. A partir de 25 mg/mL se observan valores de acti-
vidad antihemolítica estadísticamente superiores para el 
extracto del alga H opuntia.
Capacidad inhibitoria de la hemólisis inducida por AAPH 
expresado en función de  mg de extracto acuoso  liofilizado 
de Bryothamnion triquetrum (□) y Halimeda opuntia (■). 
A: Dosis  2-30 mg/mL B: Dosis  35-128 mg/mL
El ensayo fue realizado de acuerdo a Aman et al., (2013). 
Como antioxidante de referencia se empleó el ácido ascórbi-
co en una concentración de 0.25-1 mg/mL (▒).Los resultados 
están expresados como x± DE,  n=3.
Ensayo de toxicidad aguda con Artemia salina
En la Tabla I se muestran los resultados obtenidos para el 
estudio de toxicidad con Artemia salina para los extractos 
acuosos de Bryothamnion triquetrum y Halimeda opuntia. En 
este experimento solo se observa mortalidad con el extracto 
de H. opuntia en la última concentración estudiada.
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Tabla I. Estudio de toxicidad aguda por el método de la Arte-
mia salina de los extractos acuosos liofilizados de Bryotham-
nion triquetrum y Halimeda opuntia. El ensayo fue realizado 
de acuerdo (Meyer, 1982). Cada extracto liofilizado se disolvió 
en agua de mar hasta obtener la concentración deseada. El 
experimento se realizó por triplicado y en cada pocillo n=10 
nauplios
Concentración 
(mg/mL)
Mortalidad (%)
Bryothamnion 
triquetrum
Halimeda opuntia
10 0 0
50 0 0
100 0 30
DISCUSIÓN
En la actualidad se ha incrementado el interés por los extrac-
tos vegetales como fuentes de compuestos antioxidantes, al 
prevenir el daño celular por inactivación de los radicales 
libres y en este contexto las algas constituyen excelentes 
candidatos para la obtención de compuestos bioactivos6. 
Las propiedades antioxidantes de los extractos acuosos 
de las algas roja Bryothamnion triquetrum y verde Halimeda 
opuntia se evaluaron a través de algunos de los ensayos más 
utilizados, con el objetivo de comparar sus propiedades an-
tioxidantes y su relación con el contenido en polifenoles y 
adicionalmente esclarecer sus posibles mecanismos de ac-
ción. 
Contenido de polifenoles
Los polifenoles constituyen uno de los más numerosos y 
representativos grupos de metabolitos secundarios de las 
plantas, con propiedades beneficiosas para la salud huma-
na-. Estos metabolitos tienen la capacidad de neutralizar ra-
dicales libres, debido a la habilidad de donar los átomos de 
hidrógeno de los grupos hidroxilos presente en su estructu-
ra de anillos aromáticos, la capacidad de atrapar radicales 
libres, funciones como agentes quelantes y la inducción de 
enzimas antioxidantes18.
Diferentes investigadores han demostrado la presencia de 
compuestos fenólicos en las algas marinas y su relación 
con las propiedades antioxidantes6. De acuerdo a Kuda e 
Ikemori19 el contenido de polifenoles de las algas marinas 
varía considerablemente aun en especies dentro del mismo 
género, desde muy bajos contenidos hasta valores altos.
El contenido de polifenoles del extracto acuoso de 
Bryothamnion triquetrum fue superior a los valores obteni-
dos por Vidal et al.,12 (8,05 mg de EAG/ g de extracto seco), 
aunque estos investigadores emplearon un extracto acuoso 
con diferente esquema de extracción. Este valor de polife-
noles totales para B triquetrum fue aproximadamente 2,6 
veces superior al obtenido para el alga verde H. opuntia. 
Zubia et al.,20 encontraron una relación similar (3,3 veces) 
del contenido de polifenoles de las algas B. triquetrum y H. 
monile.
El contenido de polifenoles de H. opuntia en este trabajo fue 
superior a los obtenidos por Silva et al., 11 con un extrac-
to acuoso de esta especie de alga (97.2± 7.3 μg EAG/ g) y 
Batista-González et al.,10 con un extracto acuoso del alga H. 
monile (179,45 ± 18,54 μg/ g de extracto seco). Batista-Gon-
zález et al.,10 reportaron un valor similar de polifenoles tota-
les (74.3 mg of polifenoles/g alga seca) en un estudio sobre 
la actividad antioxidante de Halimeda spp con fracciones de 
ácidos fenolicos. Costa-Mugica et al.,21 encontraron valores 
de polifenoles totales para el alga Halimeda incrassata de 131 
μg GAE/g alga seca. 
En estudios previos se identificaron como los princi-
pales componentes de la fracción polifenolica del alga 
B.triquetrum a los ácidos p-cumárico, t-cinámico y ferúlico 
y se relacionó la actividad antioxidante de B. triquetrum 
con estos compuestos 7,12, mientras que para H. opuntia se 
identificaron y cuantificaron 8 ácidos fenólicos y cinámicos, 
resultando el componente mayoritario el ácido salicílico9. 
Otros investigadores encontraron cantidades apreciables 
de compuestos polifenolicos en especies del genero Hali-
meda. Yoshie et al., 22 han identificado ácido caféico en H. 
macroloba mientras Vidal et al., 23 encontraron cantidades 
apreciables de acido salícilico y en menor proporción otros 
ácidos fenólicos y cinámicos en H incrassata. 
Nakai et al., 24 evaluaron la actividad antioxidante de dife-
rentes especies de algas y en H. opuntia encontraron activi-
dad atrapadora de radicales hidroxilos (·OH), explicando 
las propiedades antioxidantes por la presencia de florota-
ninos y terpenoides. Otros metabolitos con función anti-
oxidante, que en alguna medida pudieran influir en esta 
propiedad son los carotenos y el ácido ascórbico, también 
presentes en B. triquetrum22. Zubia et al., 25 señalan que los 
bromofenoles presentes en las algas rojas B. byssoides y E 
lanosa con similar ubicación taxonómica que B. triquetrum 
(Familia Rhodomelaceae, orden CERAMIALES), pudieran 
ser los responsables de su alta actividad antioxidante. Vidal 
et al., 12 detectaron cantidades apreciables de compuestos 
bromados en el alga B. triquetrum.
Evaluación de la capacidad reductora de los extractos de 
Halimeda opuntia y Bryothamnion triquetrum
Diferentes investigadores señalan que los compuestos re-
ductores tienen la capacidad de romper las reacciones en 
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cadenas de los radicales libres por la donación de un átomo 
de hidrógeno y de esta manera exhiben propiedades anti-
oxidantes26. 
En el intervalo de concentraciones evaluadas para los ex-
tractos de ambas algas se observa una alta capacidad de 
reducir el estado de transición del Fe3+ y consecuentemente 
la generación de radicales libres de manera dosis-depen-
diente. 
Los valores de capacidad reductora obtenidos con el ex-
tracto de Halimeda opuntia resultaron similares a los valores 
encontrados en la literatura para el género Halimeda. Silva 
et al., 11, obtuvieron un valor de absorbancia igual a 0,1 nm 
con una concentración de 10 mg/mL (λ = 700 nm) con un 
extracto acuoso de H. opuntia, valor similar al obtenido en 
este trabajo a esa concentración. Batista-González et al.,10 
trabajando con fracciones polares de ácidos fenolicos de H 
monile obtuvieron una DO de 0.13 nm con 20 μg de polife-
noles totales, valores que convertidos en mg/mL también 
son comparables a los resultados de este trabajo. 
Al comparar los valores de absorbancia a una concen-
tración de 128 mg/mL, en el extracto de B. triquetrum se 
obtuvo una DO de 2.798 nm mientras que con el extrac-
to de H.opuntia el valor fue de 0.800 nm, de manera que 
B.triquetrum resulto 3,5 veces más eficiente en la reducción 
de los iones Fe3+ a Fe2+ que H. opuntia. Este resultado pue-
de ser explicado por un mayor contenido de polifenoles en 
este extracto (aproximadamente 2,5 veces mayor con res-
pecto a H. opuntia) y la estrecha relación que existe entre 
este parámetro y la capacidad reductora de extractos natu-
rales. Kuda e Ikemori19 observaron una buena correlación 
entre contenido de polifenoles y la capacidad reductora en 
12 especies de algas. 
Se empleó como control de actividad antioxidante el ácido 
ascórbico en una concentración de 1 mg/mL, con una DO 
de 2,824 nm, valor de absorbancia igual al observado con 
el extracto de B. triquetrum y aproximadamente 3,5 veces 
superior al extracto de H. opuntia pero a una concentración 
128 veces inferior. Sin embargo si consideramos que compa-
ramos un compuesto químicamente puro (ácido ascórbico) 
con un extracto crudo podremos concluir que los extractos 
presentan una actividad antioxidante relativamente alta.
Ensayo de actividad atrapadora de radicales DPPH•
Dentro de los mecanismos de acción antioxidante mas im-
portantes de las algas marinas se encuentra la capacidad 
atrapadora radicales libres y por este motivo, el ensayo de 
inactivación del radical DPPH∙ es una de las metodologías 
más utilizadas para estudiar sus propiedades antioxidan-
tes26. El DPPH es un radical estable coloreado que puede 
aceptar protones donados por entidades antioxidantes pre-
sentes en estos extractos convirtiéndose en su forma no ra-
dicalaria incolora. 
Los extractos acuosos de ambas algas provocaron la decolo-
ración total, llegando a la máxima actividad de atrapamien-
to de radicales DPPH.. El extracto de B. triquetrum logró in-
hibir el 100 % del radical a la concentración de 5 mg/mL 
mientras que a esa concentración el extracto de H. opuntia 
produjo un 24% de inhibición. Al comparar estadísticamen-
te los valores de CI50 obtenidos con esta metodología (1,15± 
0,06 y 11,34± 0.30 mg/mL para B. triquetrum y H. opuntia 
respectivamente), observamos que el alga B. triquetrum re-
sulta aproximadamente cuatro veces más potente que H. 
opuntia, resultado que concuerda con lo obtenido en el ex-
perimento de la capacidad reductora. También Boonchum 
et al., 27 encontraron un valor de CI50 de 0.837 mg/mL para 
un extracto acuoso de Halimeda macroloba
El valor obtenido con el extracto acuoso del alga B. trique-
trum es superior al informado por Vidal et al., 23 que ob-
tuvieron con 4 mg/mL un 38% de inhibición del DPPH. y 
también superior a lo reportado por Zubia et al., 20 con una 
CI50 de 12.9 mg/mL para esta especie de alga. Los resulta-
dos de H. opuntia se corresponden con valores informados 
por otros investigadores. Silva et al., 11 reportaron un 48% 
de inhibición con 7 mg/mL de extracto acuoso liofilizado 
de H. opuntia.
En esta investigación encontramos valores relativamente 
altos de polifenoles para el alga B. triquetrum, por lo que 
es de esperar que presente una capacidad atrapadora de 
radicales libres mayor que H. opuntia. Adicionalmente es-
tos resultados evidencian que existe una relación directa 
entre el contenido de polifenoles de los extractos acuosos 
y las propiedades antioxidantes en función de la capacidad 
reductora y el atrapamiento de radicales libres, siendo B. 
triquetrum más potente en estos sistemas que H. opuntia. 
Zubia et al., 25 estudiando las propiedades antioxidantes 
con el ensayo de DPPH y poder reductor de 24 algas rodó-
fitas observaron una correlación significativa entre la activi-
dad atrapadora del radical DPPH y el poder reductor en las 
algas rojas evidenciado en que ambos ensayos se explican 
porque se basan en la donación de electrones/hidrógenos.
Las propiedades antioxidantes de un extracto vegetal están 
en dependencia al radical libre al que se enfrenta la molécu-
la antioxidante. Kaur et al., 28 demostraron que la actividad 
atrapadora de radiales libres de un extracto de flores de 
Cassia siamea difieren en dependencia del radical al que se 
enfrenta el extracto, para el radical DPPH. se obtuvo un 100 
% de inhibición a una concentración que no fue tan eficaz 
para otros radicales como O2
•– y OH•, lo que pudiera ser ex-
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plicado porque el mecanismo de atrapar DPPH. está estre-
chamente relacionado al poder reductor, por la capacidad 
de donar un protón, mientras para los otros radicales se 
fundamenta en el atrapamiento. Este criterio podría corro-
borar los resultados de este trabajo, ya que la peroxidación 
lipídica espontánea está mediada principalmente por las 
EROs y pudiera resultar que B. triquetrum, más potente en 
cuanto a mecanismo de donar protones, no sea tan eficiente 
para atrapar radicales libres a diferencia de H. opuntia. Vi-
dal et al., 23 demostraron que la actividad antioxidante de 
B. triquetrum puede ser explicada en parte por la capacidad 
atrapadora de radical OH• y la dismutación de radicales 
O2
•–.
Inhibición de la lipoperoxidación espontánea en homo-
genado de cerebro de rata 
La peroxidación lipídica es un evento de daño celular, 
donde se afectan los lípidos poli-insaturados de las mem-
branas, formándose productos citotóxicos como el trans-
4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y el malondialdehído (MDA), 
compuestos que a su vez desencadenan un estrés oxidati-
vo a nivel de las biomembranas lo que puede conducir a 
la despolarización y permeabilización no selectiva de las 
mismas y cambios estructurales así como alteraciones a las 
proteínas embebidas en ella, de ahí que este constituya un 
evento de efectos altamente deletéreos para la célula26.
Los resultados de este trabajo evidencian que ambos ex-
tractos de algas inhiben efectivamente la generación de 
TBARS con CI50 de 5,09 ± 0,25 y 1,25 ± 0,31 mg/mL para 
B. triquetrum y H. opuntia respectivamente. Al comparar es-
tadísticamente los valores de CI50 se hace evidente que el 
alga H. opuntia es mucho más efectiva que B. triquetrum. 
Batista-González et al., 10 estudiando un extracto acuoso de 
H opuntia encontraron un valor de CI50 similar a lo obtenido 
en este trabajo. Rivero et al., 8 investigando las propiedades 
antioxidantes de un extracto acuoso de Halimeda incrassata 
reportaron valores de máxima efectividad en la inhibición 
de la peroxidación lipídica espontánea en homogenados 
de cerebro de rata a la concentración de 5 mg/mL. En este 
trabajo para el alga Halimeda opuntia se obtuvo a esa misma 
concentración aproximadamente un 75% de inhibición de 
la peroxidación lipídica. Nuestros resultados también con-
cuerdan con Vidal et al., 12 quienes investigando extractos 
de B. triquetrum observaron una CI50 de inhibición de la li-
poperoxidacion en cerebro de ratas de 6,46 mg/mL
Algunas moléculas pueden inhibir la lipoperoxidacion 
por mecanismos como la prevención de la iniciación de 
la oxidación de cadenas de ácidos grasos, enlazamiento 
de iones metálicos de transición catalíticos, y descompo-
sición de peróxidos y además en adición el atrapamiento 
de radicales libres. En los ensayos de capacidad reductora 
y atrapamiento de radical libre DPPH., el extracto acuoso 
del alga B. triquetrum había mostrado resultados superiores 
con respecto al extracto de H. opuntia, sin embargo en este 
ensayo se obtuvo mayor inhibición de la lipoperxidacion 
espontánea con el extracto acuoso de H. opuntia. Lim et al., 
29 reportaron mayor valor de CI50 para el ensayo de DPPH 
con respecto a valor obtenido en el ensayo de inhibición de 
la lipoperoxidación en homogenados de cerebro con un ex-
tracto de N. aculeate, lo que concuerdan con nuestros resul-
tados. Matsukawa et al., 30 no encontraron correlación entre 
la inhibición de lipo-oxigenasa y la actividad atrapadora de 
DPPH, sugiriendo que estas actividades ocurren con meca-
nismos no relacionados. En el ensayo de atrapamiento del 
radical DPPH, los extractos de algas actúan como donado-
res de electrones y/o hidrogeno mientras que en la inhibi-
ción de la lipo-oxigenasa se pudiera bloquear la adición en-
zimática de oxígeno al ácido graso (sustrato de la enzima) 
y por tanto inhibir la formación de hidroperóxido. En estu-
dios previos de estos autores, demostraron una correlación 
entre el consumo de oxígeno y la formación de hidroperóxi-
dos durante el proceso de inhibición de la lipo-oxigenasa. 
Adicionalmente la diferencia en respuesta de acuerdo al 
método empleado también se pudiera explicar por las di-
ferencias cuantitativitas en las composiciones químicas y/o 
en tipos de compuestos polifenólicos de estas algas por lo 
que resulta lógico que presenten diferentes propiedades 
antioxidantes como por ejemplo algunos mecanismos entre 
los que se comprenden la quelación de hierro (en la etapa 
de iniciación) o un incremento sinérgico de la actividad an-
tioxidante de vitamina E en la etapa de propagación. Este 
criterio está en concordancia con resultados obtenidos por 
Yoshie et al., 22 quienes demostraron que existían diferencias 
en cuanto a la composición de polifenoles y las cantidades 
de estos en extractos naturales de algas incluso dentro del 
mismo género. Otra explicación pudiera ser, la presencia de 
otros componentes en el extracto pudieran actuar de forma 
sinérgica con los estos y potenciar la actividad inhibitoria 
en la peroxidación lipídica espontánea7. 
En este trabajo se encontró una relación directa entre la in-
hibición de la lipoperoxidación y el contenido de polifeno-
les para las dos algas. Otros autores8, 10 también han encon-
trado una relación directa entre esta actividad antioxidante 
y el contenido de polifenoles. Chakraborty et al., 31sugieren 
que la inhibición de la peroxidación lipidica de extractos de 
Turbinaria spp puede ser debida a la presencia de compues-
tos polifenólicos que disrumpen la reacción en cadena de 
los radicales libres por donación de un protón al radical aci-
do graso y de esa manera inhibir la peroxidación lipídica..
Lim et al., 32 estudiando fracciones del alga Sargassum sili-
quastrum no encontraron una relación directa entre el conte-
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nido de polifenoles y la actividad antioxidante sin embargo 
encontraron una relación estrecha entre la inhibición de la 
peroxidación lipídica y la hemólisis de eritrocitos inducida 
por AAPH, concluyendo que una de las fracciones estudia-
da probablemente contenía un potente antioxidante blo-
queador de la rupturas de cadenas no polares.
Capacidad inhibitoria de la hemólisis inducida por el 
AAPH
AAPH es un radical peroxilo que inicia el proceso peroxida-
tivo, generando a la vez otros radicales libres para inducir 
oxidación de los ácidos grasos y proteínas, ocasionando un 
daño sobre la organización de los eritrocitos y conduciendo 
eventualmente a lisis de la membrana33. Adicionalmente la 
liberación del hierro desde los hematíes puede aumentar el 
efecto pro-oxidante de hidroperóxidos provenientes de la 
reacción del oxígeno y el AAPH, con un papel importante 
como agente catalítico redox de acuerdo a la reacción de 
Fenton y de Haber-Weiss. 
Los resultados de este trabajo (Figura 4A) evidencian que 
ambos extractos protegen a los eritrocitos del efecto toxico 
del radical AAPH sobre las biomembranas de una manera 
dosis-dependiente. El extracto de H. opuntia resulta más po-
tente ya que a bajas concentraciones (12.5 mg/mL) mostró 
un 82.2 % de inhibición frente a un 35.1% con el extracto 
de B. triquetrum. Estos resultados se encuentran en concor-
dancia con los resultados del ensayo de inhibición de la pe-
roxidación lipídica, lo que resulta lógico si consideramos 
que ambas metodologías estudian fundamentalmente las 
propiedades antioxidantes de una molécula para prevenir 
los efectos tóxicos producidos por un radical libre sobre los 
lípidos de las biomembranas. Estos resultados concuerdan 
con los obtenidos por Lim et al., 32, quienes trabajando con 
extractos del alga Sargassum siliquastrum encontraron una 
excelente correlación entre la inhibición de la peroxida-
ción lipídica y la protección contra hemólisis de eritrocitos, 
considerando como responsables de estas actividades a los 
compuestos fenólicos.
En la literatura existen pocos reportes de estudios de pro-
piedades antioxidantes de extractos vegetales mediante 
este ensayo. Benites et al., 34 demostraron que concentracio-
nes superiores a 0,2% (p/v) de extractos de frutas inhibían 
la hemólisis en aproximadamente un 40%. Sin embargo 
para el extracto de H. opuntia a concentraciones superiores 
a 25 mg/mL (Figura 4B) se comienza a observar una dismi-
nución de la protección frente a la actividad hemolítica del 
AAPH, a diferencia de lo que ocurre con el aumento de las 
concentraciones de B. triquetrum, donde el incremento de 
las concentraciones no disminuye sus propiedades antioxi-
dantes protectoras y/o incremento de efectos tóxicos. Simi-
lares resultados encontró Lim et al., 32(2002) trabajando con 
diferentes extractos del alga Sargassum siliquastrum, quie-
nes encontraron una satisfactoria actividad antihemolitica 
de los eritrocitos de rata en las concentraciones de 0,2 a 10 
μg/mL, sin embargo con la concentración de 50 μg/mL la 
protección disminuía aproximadamente 9 veces. En deter-
minadas condiciones experimentales los compuestos poli-
fenólicos pueden actuar como pro-oxidantes en presencia 
de Fe3+, dada su habilidad para enlazarse y reducir el Fe3+ 
vía transferencia electrónica colateral, aspecto corroborado 
por Puppo35 quien observo un incremento en la producción 
de •OH estudiando el efecto de los flavonoides sobre la for-
mación de radicales hidroxílicos por la reacción de Fenton. 
De manera que un factor a considerar seria la cantidad de 
Fe, consecuentemente un incremento de la cantidad del ex-
tracto conlleva un incremento de polifenoles y a su vez del 
Fe presente en este extracto. Adicionalmente es conocido 
que el genero Halimeda contiene cantidades apreciables de 
este mineral. Anantharaman et al., 36 investigaron la compo-
sición de minerales y de metales trazas de 9 especies de al-
gas (incluidas H.macroloba y H.tuna), resultando el Fe como 
el segundo mineral en contenido para todas las especies de 
algas, con las mayores concentraciones en Halimeda macro-
loba. Otra explicación acerca de la toxicidad observada en 
las dosis altas de H. opuntia puede ser el aumento en las 
concentraciones de determinados metabolitos secundarios 
presentes en esta especie de alga, lo que generaría una ac-
tividad pro-oxidante tanto de los polifenoles, vitamina C 
y la posible presencia de metales de transición (Fe2+, Cu+, 
Zn2+), que en presencia de radicales peroxilo inducido por 
el AAPH aumentarían el daño oxidativo por generación de 
radicales OH. .
En este sistema experimental (protección al eritrocito) ac-
túan a la vez dos de los mecanismos de acción que explican 
la actividad antioxidante de extractos de algas: la capacidad 
de atrapar radicales libres y de inhibir la peroxidación de li-
pídica. Hipotéticamente se podría postular otro mecanismo 
de acción, la capacidad quelante de Fe, entonces los resul-
tados para cada extracto con este ensayo estarán en fun-
ción de la composición química de moléculas que puedan 
contribuir más o menos a cada uno de estos mecanismos. 
Al parecer, la mayor actividad antihemolítica de H. opuntia 
con respecto a B. triquetrum se pudiera deber a mecanismos 
de atrapamientos de radicales libres más eficientes y a la 
inhibición de la peroxidación lipídica, independientemente 
del contenido de polifenoles que presenta y además la que-
lación de Fe3+.
Ensayo de toxicidad aguda con Artemia salina 
Dentro de los ensayos actuales de evaluaciones toxicológi-
cas con métodos alternativos se encuentra la toxicidad agu-
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da con Artemia salina, muy utilizado para evaluar extractos 
vegetales. Con este método, diferentes autores17 consideran 
valores de la CL50 superiores a 1000 μg/mL como extractos 
no tóxicos. Al comparar la toxicidad de estas algas se pue-
de observar que H. opuntia resulta más toxica que B. trique-
trum, en el intervalo de concentraciones evaluadas para las 
dos algas (10-100 mg/mL). Solo se observó mortalidad con 
el extracto de H. opuntia en la dosis máxima estudiada (100 
mg/mL) lo que permite clasificar a estos extractos como 
no tóxicos. Los resultados de este trabajo coinciden con lo 
reportado por Freile-Pelegrin et al., 37 quienes estudiaron 
diferentes especies de algas marinas mexicanas, entre ellas 
Bryothamnion triquetrum, Halimeda tuna y Halimeda incras-
sata y encontraron valores de CL50 por encima de 1000 μg/
mL. Ara et al., 38 evaluaron un extracto etanólico de Halime-
da tuna, y observaron una mortalidad de un 30% con 5 g/
mL, explicada por la presencia de metabolitos secundarios 
utilizados por el alga como mecanismo de defensa frente a 
depredadores.
En los estudios de toxicidad resulta importante considerar 
el tipo de extracción; generalmente los extractos acuosos de 
las algas marinas resultan menos tóxicos aunque exhiban 
propiedades antioxidantes satisfactorias. Freile-Pelegrin et 
al., 37 estudiaron la toxicidad mediante el ensayo de A. salina 
de 17 especies de algas con diferentes tipos de extracciones 
y de todos, los menos tóxicos eran los extractos acuosos. 
Es importante resaltar que los extractos de B. triquetrum y H 
opuntia exhiben propiedades antioxidantes a concentracio-
nes por debajo de 20-30 mg/mL en los diferentes ensayos 
estudiados, de manera que posibles efectos tóxicos pudie-
ran ocurrir a concentraciones muy superiores a aquellas 
donde actúa como antioxidantes. 
CONCLUSIONES
Las algas marinas constituyen organismos con perspectivas 
alentadoras como fuentes de bioactivos, con disímiles apli-
caciones tanto en la prevención como en el tratamiento de 
diversas enfermedades. Diferentes autores han comproba-
do que los extractos de algas marinas presentan propieda-
des antioxidantes explicadas por una amplia variedad de 
moléculas, lo que a su vez determina que estos extractos 
posean diferentes mecanismos de acción. En este trabajo se 
comprobó que las algas Bryothamnion triquetrum y Halimeda 
opuntia poseen propiedades antioxidantes debidas al me-
nos en parte a su contenido de polifenoles, con mayor can-
tidad de compuestos polifenólicos en el alga B. triquetrum. 
Al analizar detenidamente los resultados de los ensayos de 
actividad antioxidante, se observa que el alga B triquetum 
posee mayores potenciales como atrapadora de radicales 
libres aunque pueden estar presentes otras moléculas con 
otros mecanismos de acción, sin embargo el alga H opuntia 
ofrece mayores perspectivas como inhibidor de los proce-
sos lipoperoxidativos y en general en la protección de bio-
membranas. Adicionalmente resulta importante señalar 
que las dos algas poseen una baja toxicidad. 
En resumen, se puede concluir que las algas B triquetrum 
y H opuntia resultan promisorias fuentes de antioxidantes 
naturales con aplicaciones como fitofármaco y/o nutracéu-
tico.
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